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А 摘要 ”本文 报道 烙铁 头 (Trimeresurus mucrosquamatwus) 蛇 毒 纤 维 蛋 白 原 溶 酶 (TMVYFg)， 眼 
镜 王 蛇 (Ophiophagus hannahn) 蛇 毒 纤维 蛋白 原 深 酶 (OhS1)， 竹 叶 青 (Trimieresurus stejnegeri)kt3E 
专 一 纤 溶 醇 原 激活 剂 (sy-PA) 对 5 种 小 分 子 和 多肽 底 物 的 底 物 专 一 性 ， 玉 这 些 蛇 毒 丝氨酸 蛋白 酶 
对 各 种 凝血 因子 (第 又 因子 、 凝 血 酶 原 、 纤 溶 酶 原 、 蛋 白 C) 的 作用 ， 并 和 其 它 蛇 毒 丝氨酸 蛋白 
КЕ Am F Э #8 (Bothrops аїтох)ЖЁ 35 ЗЕ if Ng НЕ КЕ (Batroxobin), #9 3L 88 (Agkistrodon contortrix 
contortrix) 蛇 毒 蛋 白 C Ж ТЕ ACC-C. Ekt (Vipera russelli)i$ 38 V DS T-BiTRTS RVV-V 进行 比 
较 研 究 。 通 过 酯 标 偶 联 免疫 反应 研究 了 抗 sv-PA 抗体 与 各 种 丝氨酸 和 蛋白酶 的 免疫 交叉 反应 ， 并 
对 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 及 相应 功能 的 哺乳 动物 蛋白 酶 进行 了 序列 比较 分 析 。 从 底 物 专 一 性 多 样 性 

及 已 知 序列 结构 分 化 上 对 这 一 类 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 的 结构 与 功能 进行 了 探讨 和 研究 。 


хан id, жыт, ля ex RU tux 


在 长 期 的 进化 过 程 中 ， 蛇 毒 演 化 生成 了 很 多 能 作用 于 哺乳 动物 凝血 及 纤 深 系统 各 因子 
移 蛋 白 酶 。 遂 过 专 一 性 的 激活 或 灭 活 作用 ， 这 些 蛋 白 酶 几乎 作用 于 血 北 纤 溶 系 统 的 每 一 步 
Е, ЕЕЕ БОЕ У. НР КТЕ ТИНЕ Е КОЖ ЧЫК, Ап У 因子 激活 剂 
(Kisiel, 1979), Ж (То Ж, 1987; Shieh 等 ，1988)， 纤 维 蛋白 原 深 酶 (Zhang 
5, 1991), Æ Á С 激活 剂 (McMnullen 等 ，1989) 及 新 近 发 现 的 专 一 性 纤 溶 酶 原 激活 剂 
(Zhang，1992，1993)。 对 这 一 类 和 蛋白 醇 的 结构 与 功能 研究 无 疑 会 对 我 们 搞 清 蛋白 质 多 样 
性 ， 结 构 与 功能 关系 具有 重大 意义 。 我 们 已 纯化 了 烙铁 头 蛇 毒 纤 维 蛋 白 原 溶 本 
TMVYFg(Zhang 等 ，1991)， 了 眼镜 王 蛇 蛇毒 纤维 蛋白 原 溶 醇 OhS1(Zhang 等 ，1994) 和 竹 叶 
青 蛇 毒 专 一 性 纤 溶 酶 原 激 活 剂 sv-PA(Zhang，1992，1993)， 并 生产 了 免 抗 sv-PA 多 克隆 
抗体 ， 对 它们 及 其 它 蛇 毒 毕 氨 酸 蛋白 酶 进行 结构 与 功能 的 比较 研究 是 很 有 意义 的 。 

1 材料 和 方法 
1.1 材料 

2 К ж fud H-D-Phe-Pip-Arg-pNA (S-2238), H-D-Val-Leu-Lys-pNA 
(S-2251, H-D-Pro-Phe-Arg-pNA (S-2302, H-D-Val-Leu-Arg-pNA (8-2266) 
和 Bz-Ile-Glu -Gly-Arg-pNA (S-2222), A TÆ EA m Kabi 2 а]. З 


Ж 1993 +9 H 8 Hlc 8l, 19941 月 5 日 收回 
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(Trimeresurus mucrosquamatus) 蛇毒 、 竹 叶 青 (Trinieresarus stejnegeri) We WE. Ete 
(Ophiophagus hannah) 蛇毒 由 本 实验 宝 提供 。 牛 血 第 多 因 子 、 人 凝血 醇 原 、 人 尿 激酶、 人 
Glu-£f EE Ei. ЧЕ ЙЕ К 5 А ЙЕ. 7AE (Bothrops atrox) WE xo 8 ii NS FEN 
Batroxobin 由 美国 Sigma 公司 购买 ， 人 纤 溶 系统 蛋白 С ЯПА I ERZT ТЕЛЕ ТАЯ t-PA 
为 法 国 Diagno Stago 公司 产品 .其 它 试 剂 均 为 分 析 纯 以 上 符合 实验 要 求 。 

1.2 方法 

1.2.1 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 纯化 ” 培 铁 头 蛇毒 纤维 蛋白 原 溶 酶 TMVFg 根据 Zhang 等 
(1991) 方 法 纯化 ,竹叶青 蛇毒 专 一 性 纤 溶 酶 原 沂 活 剂 sv-PA 按 前 文 所 述 方法 纯化 
(Zhang，1992)。 腿 镜 王 蛇毒 纤维 蛋白 原 溶 酶 QhSI 按 Zhang 等 (1994) 方 法 纯化 。 

1.2.2 对 小 肝 底 物 的 水 解 ” 蛋 白 酶 对 小 肤 底 物 的 水 解 用 分 光 光 度 计 进行 。 反 应 缓冲 液 为 
50 mM Tris-HCl pH7.8, 0.01% Tween-80， 反 应 总 体积 500 ЛЕЛЕ HE 0.2— 
0.3mM. ## Й (ТМУЕр. OhSl, sv-PADIK BE 0.6—2 ug /ml。 产 物 生 成 在 405 nm 处 连 
续 扫 描 ， 所 用 的 p-nitroanilide 3 4 T- i26 38 29 10000M ^! .cm 1。 

1.2.3 第 色 因 子 沿 活活 性 测定 ”第 义 因 子 激活 是 测定 活化 的 第 区 因子 对 小 肪 底 物 S-2222 
的 水 解 活力 。 纯 化 的 第 义 因 子 25 ug / ml 于 50 mM Tris-HCl，pH7.6，5 mM CaCl, ££ 
dhak ТАРИВ О jg / mliskIRBEME 37 艺 保温， 不 同时 间 间 隔 下 取 251 а А НЧ 
小 肤 底 物 水 解 活 力 ， 检 测 袜 中 含 0.2mM S-2222， 方 法 如 上 进行 。 

1.2.4 凝血 酶 原 沿 活活 性 测定 ”主要 根据 Hofmann 等 (1987) 方 法 进行 。 纯 化 的 人 效 血 酶 
原 (50 4g / mD-F- 50 mM Tris-HCl. pH7.8. 0.1 M NaCI FAMA (S ug м) Е 37C 下 
保温 、 不 同时 间 间 隔 下 ， 取 50 ul 沿 活 液 测 定 其 对 小 肽 底 物 S-2238 的 水 解 活力 。 

1.2.5 纤 溶 酶 原 激 活活 性 测定 ”根据 Zhang(1992) 方 法 进行 。 纯 化 的 人 Glu- 纤 深 酶 原 
(100 ug / ml 于 50 mM Tris-HCl. pH7.8, 0.0194 Tween-80 ££ hh uk rp fn fe mb 
(10 yg / ml 在 37С 下 保温 ， 不 同时 间 间 隔 下 ， 取 50,4 Bere Mb Hor Ego S-2251 
的 水 解 活 力 ， 检 测 缓冲 液 汐 20 mM Tris-HCI, pH7.8, 0.01% Tween-80, S-2251 底 物 
ЕНЕ 0.3 mM. 

1.2.6 蛋白 С 激活 活性 测定 ”根据 Kisiel 等 (1987) 方 法 进行 一 定 改 进 。 人 有 蛋白 
C(5 ug / ml 于 50 mM Tris-HCl, pH7.8. 1 mg/ ml PEG, 5mM EDTA 中 和 待 测 酶 
(1 4g / трт 37C TRE, n dT [B] АЈА P Hx 50 jl 激活 液 测 定 其 对 小 肤 底 物 5—2302 的 
水 解 活力 。 

1.2.7 酶 标 偶 联 免疫 反应 ” 免 抗 sv-PA 多 克隆 抗体 按 前 文 方法 而 得 (Zhang，1992)。 酶 标 
偶 联 免 疫 反 应 (EL1SA) 测 定 免疫 交叉 反应 按 Valerie 等 (1989) 方 法 进行 ，ELISA 滴 度 是 以 
达到 最 大 反应 值 一 半 时 的 血清 稀释 倍数 或 抗体 浓 府 表示， 结果 中 所 到 数值 为 3 次 独立 实验 
平均 值 。 

1.2.8 序列 比较 ”本 文中 所 用 的 蛋白 质 序 列 比 较 方法 主要 根据 Wilbur 等 (1983)，Higgins 
等 (1989) 方 法 进行 。 插 入 间隔 (一) 为 取得 最 大 相似 度 、 使 用 时 蛇毒 第 V 因子 激活 剂 
RVyV-V 编号 系统 。 系 询 信 息 来 源 于 ， 晨 蛇毒 第 V 因子 激活 剂 ҺВУУ—\г(Токипава 等 ， 
1988)， 铜 头疼 蛇毒 蛋白 С 激活 剂 ACC-C(McMullen 等 ，1989)， 黄 绿 狂 时 青 
(T. flavoviridiusYKE A E ff s ЖЕЙН flavoxobin (Shieh $$, 1988), 2f 3 ure ЕЖЕ if Ps FERE 
Batroxobin (loth 4&, 1987), ER E Ч Й (Titani Ж, 1975). X BRL Ж К ЖЕШКЕ (Swift 等 
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结果 


2.1 对 小 分 子 多 肽 底 物 的 水 解 


1982)， 人 组 织 纤 溶 酶 沿 活 剂 t-PA 轻 链 (Pennica 等 ， 
1982). ФЙ B-5£(Magnusson 等 、1975) 和 人 第 区 因子 重 链 (Kurachi 等 ，1982)。 


我 们 首先 对 烙铁 头 蛇 毒 中 得 到 的 纤维 重 白 原 溶 酶 TMYFg， 分 子 量 26 kDa, 4AM 


表 1 


蛋白 酶 (Zhang 等 ，1991)、 竹 叶 青 蛇毒 专 一 纤 溶 酶 原 数 话 剂 swv-PA， 分 子 量 31 kDa， 丝 
氢 酸 和 蛋白酶 (Zhang，1992，1993)， 并 和 别 的 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 进行 了 比较 。 从 表 1 的 结 
果 可 看 出 这 些 蛇 毒 丝氨酸 蛋白酶 都 对 各 种 小 分 子 多 肤 底 物 有 不 同 程度 的 水 解 活 为 。 但 同一 


毕 氮 酸 蛋 白 酶 对 小 分 子 多 肪 底 物 的 作 骨 


Tab. 1 Activities of serine proteases on several chromogenic substrates 


Activity [ито]. (min * mg)] 


S-2222 
(0.3 mM) 
0.1 
0.3 
0 
0.9 
ND 
110 
0.8 
1.5 


Ha 


S 一 2238 S-2251 5-2266 S-2302 
(02 mM) (0.3 mM? (0.2 mM)? fü 4mM) 
Sv—PA 25 5.2 8.0 3.3 
OhS1 12 0.2 9.6 12 
TMVFg 136 0.2 11.3 3.2 
АСС-С 0.4 0 0.6 0.3 
RVV-v* 0.01 ND ND ND 
Trypsin 46 8.6 20 14.5 
Urokinase 1.0 0 03 0.2 
Thrombin 68 0.3 1.3 4.1 
‘D: Kisjel eral, 1987: 022. Kisiel, 1979 
表 2 РЕР ИЕН РАЕН) I JE S-T- I FE FH 
Tab. 2 Effects of venom serine proteases on blood coagulation factors 
Factor X Prothrombin Protein C Plasminogen Fibrinogen 
TMVFg --- -—- ~ 一 --- 
OhSI --- --- --- --- 
sv-PA EI nm a +++ 
Batroxobin --- 一 一 一 == --- 
АСС-С? 一 一 --- +++ --- 
2) Kisieler al, 1987 


HS CARRAR AKAT. COH] BE BEER Er AE ENT. 


da) 裂解 纤维 蛋白 原 ，(b) SERTE A 
表 3 抗 sy-PA ВЛЕЕ SAN AE TE EAER Y 335 3L Iz Ry 


Tab. 3 ELISA titers of anti—sr—PA sera and antibodies 


Antigen 
sy—PA 
OhSI 
TMVFg 
Batroxobin 
Tryspin 
Thrombin 
Urokinase 
t-PA 


Serum 


105 
10° 
10° 
10^ 
640 
«10 
«10 
< 10 


Immunoglubins 
0.2 ug / ml 
100 xg ml 

2 ug ml 

2 pg/ml 
310 ug / ml 
>10 mg/ml 
720 mg / ml 
>20 mg / ml 
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种 蛋白 酶 对 不 同 底 物 ， 不 同 蛋 白 酶 对 同一 种 底 物 又 存在 很 大 的 底 物 专 一 性 差异 。 
2.2 对 大 分 子 底 物 的 作用 

TMVFg 和 OhS1 直接 水 解 纤维 蛋白 原 ， 但 它们 都 不 能 激活 第 基因 子 ， 凝 血 酶 原 、 蛋 
E C 和 纤 溶 酶 原 也 不 能 凝固 纤维 蛋白 原 ( 即 不 具有 凝血 酶 样 酶 活性 ); 而 另 一 方面 .. sv-PA 
专 一 性 激活 纤 深 酶 原 ， 但 却 不 能 直接 水 和 解 纤维 蛋 白 原 ， 它 也 不 能 激活 第 多 因子 、 北 血 酶 
原 、 和 蛋白 C， 结 果 ( 表 2) 显 示 了 这 一 类 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 的 大 分 子 底 物 多 样 性 分 化 及 高 度 
专 一 性 . 
2.3 免疫 交叉 反应 

从 表 3 的 结果 可 看 出 ， 抗 sv-PA 抗 血 清和 抗体 TMVFg, OhS1 及 Batroxobin 都 有 
很 强 的 免疫 交叉 反应 ， 显 示 了 这 一 类 和 蛋白酶 在 序列 结构 及 空间 结构 上 的 同 源 性 和 相似 性 。 
而 相反 与 别 的 丝 毛 酸 蛋 白 酶 比较 ， 抗 sv-PA 抗体 仅 能 和 胰 蛋 白 酶 有 一 定 的 免疫 交叉 反 
应 ， 却 不 能 和 别 的 哺乳 动物 丝氨酸 蛋白 酶 进行 免疫 交 及 反应， 尽管 它们 具有 相同 的 大 分 子 
底 物 专 一 性 ， 如 纤 溶 酶 原 激 话 ，、 比 固 纤维 蛋白 原 等 。 
2. 4 序列 比较 分 析 

根据 已 测定 的 结果 ，。sv-PA 在 测定 的 N- 末 端 各 个 氨基 酸 及 内 肘 序 列 上 与 蛇毒 玫 血 
酶 样 酶 存在 极 天 的 同 源 性 (Zhang，1992，1993 引 。 图 1 将 已 测定 全 序列 的 这 一 类 蛇毒 缘 氨 
ЕНЕ. EA CHI Уу 因子 激活 剂 及 两 个 紧身 醇 样 酶 进行 序列 比较 分 析 ， 并 和 
它们 的 哺乳 动物 来 源 的 具有 相同 大 分 子 底 物 专 一 性 的 丝氨酸 蛋白 酶 进行 了 比较 。 结 果 表 
明 ，1) 所 有 的 这 些 丝 氨 酸 蛋白 酶 都 含有 高 度 的 活性 中 心 保 守 区 域 ， 其 中 含有 His Asp 和 
Ser 残 基 组 成 的 酶 催化 活性 中 心 。2) 这 一 类 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 是 胰 和 蛋白酶 类 似 的 。 而 且 人 它 
们 的 特点 是 N- 末 端 总 是 Y-X-G-G-D-E-C-N-I-N-。 与 部 分 测定 序列 的 激 肽 嗓 故 酶 
Ж ВН (ХЉапв, 1992; Komori 等 ，1988)。3) 这 些 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 的 6 对 二 硫 键 可 
以 从 和 胰 蛋 白 酶 比较 的 结构 中 推导 出 (Shieh $, 1988; Tokunaga 等 ，1988)， 即 
Cys7-Cys141, Cys28—Cys44,  Cys76-Cys234, (Суѕ120—Суѕ188, — Cys152-Cys167, 
Cys178-Cys203, Ф 6 对 二 了 硫 键 中 ，Cys76-Cys234 是 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 特有 的 。 显 而 
ЖМ, Cys76-Cys234 АУА fb КЕ 22 SCIRE ГЫ КЕ DK ATE, Мат БЕКА] 
塑性 更 小 。 少 序列 逐 段 分 析 结 果 表 明 Asp45-Leu84 这 一 段 是 这 一 类 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 的 
高 度 可 变 区 域 ， 序 列 差异 在 53% 一 63% 之 间 ， 因 而 这 一 段 序 列 突变 在 造成 蛇毒 丝氨酸 蛋 
白 酶 底 物 专 一 性 分 化 (特别 是 对 大 分 子 底 物 ) 中 所 起 的 重要 作用 是 非常 明显 的 。5) 蛋 白 C 滞 
活 剂 和 蔬 头 蜡 凝 血 酶 样 酶 是 高 讼 同 源 的 (70% 相 似 度 )， 但 它们 的 底 物 专 一 性 却 不 一 样 。 

图 2 表明 了 这 些 丝 氨 酸 蛋白 酶 的 序列 相似 度 。 蛇 毒 缘 氨 酸 蛋白 酶 之 间 的 序列 相似 度 为 
60% 一 70%， 和 别 的 丝氨酸 蛋白 酶 上 比较， 序列 相似 度 在 2596—4092. iB], A ВЕ fo 88 FE 
酶 也 能 凝固 纤维 蛋白 原 ， 但 它们 和 凝血 酶 B 链 的 序列 相似 度 仅 为 25%。 


3 讨论 
sv-PA 是 新 近 从 蛇毒 中 发 现 并 纯化 的 专 一 性 纤 溶 酶 原 激 活 剂 ， 它 专 一 性 切断 人 Glu- 
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图 2 2AE AHE 
Fig. 2 Evolutionary trees of the serine proteases. The probable evolutionary relationship of 
the sequences aligned in figure 1 was shown here, The horizontal axis indicated the 


percent difference between sequences 


(图 1 所 列 序列 的 给 复 柄 蛋白 酶 可 能 的 进化 关系 显示 在 此 ， 平 行 轴 表 明了 序列 的 差异 百分数 ) 


纤 溶 酶 原 Arg560-Val561 肤 键 形成 双 链 纤 溶 酶 ， 它 不 能 直接 水 解 人 纤维 蛋白 原 (Zhang， 
1992, 1993), ОҺЅІ 和 TMVFg 是 分 别 从 眼镜 王 蛇 蛇 毒 和 烙铁 头 蛇 毒 中 纯化 的 两 个 缘 氨 
酸 和 蛋白 酶 ， 直 接 水 解 人 纤维 蛋白 原 (Zhang 等 ，1991，1994)。 本 文 的 研究 结果 表明 抗 
sv-PA 抗 血清 能 和 OhSI, TMVFg RNT SCR HE lS SEES Batroxobin 产生 强 的 免疫 交 
叉 反应 ， 证 明了 这 些 蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 在 结构 上 的 相关 性 。 这 一 结果 与 sv-PA (IT SU MU 
定 结果 一 致 ， 在 已 副 定 的 sv-PA N- 末 端 和 0 个 氨基 酸 及 胰 蛋 白 栈 水解 内 肢 片 段 序列 中 ， 
显示 了 和 蛇毒 竖 血 酶 样 酶 极 大 的 同 源 性 (Zhang，1992，1993)。 

X 1 的 结果 表明 这 些 蛇毒 蛋白 酶 都 对 小 分 子 多 肽 底 物 有 不 同 程度 的 水 解 ， 但 底 物 专 一 
性 差别 也 大 。 与 醒 蛋 白 酶 不 同 ， 蛇 毒 缘 氨 酸 蛋白 酶 对 第 灸 因子 的 良好 座 物 S-2222 活力 很 
低 。 

这 些 蛇 毒 丝氨酸 蛋白 酶 的 底 物 专 一 性 多 样 性 分 化 集中 表现 在 对 大 分 子 蛋 白 底 物 上 ， 也 
就 是 在 其 生物 功能 多 样 性 上 。 凝 血 酶 在 生理 上 能 凝固 纤维 蛋白 诛 ， 激 活 V 因子 ， AAC 
和 等， 蛇毒 瞩 血 酶 样 酶 只 具备 它 的 一 部 分 功能 ， 即 从 纤维 蛋白 原 上 释放 A Hk. В Ekm 
纤维 蛋白 原 。 从 序列 比较 中 可 看 出 ， 凝 血 酶 分 子 的 动态 结构 可 塑性 远大 于 蛇毒 缘 氨 酸 蛋 白 
NE. 

从 免疫 化 学 的 证 据 和 目前 所 获得 的 一 级 结构 信息 可 发 现 这 一 类 底 物 专 一 性 分 化 很 大 的 
蛇毒 丝氨酸 蛋白 酶 存在 结构 上 的 同 源 性 及 相似 性 。Asp45-Leu84(RVV-V 编号 系统 ) 是 这 
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类 蛋白 酶 的 高 度 可 变 区 ; 可 以 推论 、 这 一 段 肽 段 在 形成 底 物 专 一 性 分 化 上 起 着 关键 作用 .， 
它们 可 能 是 形成 大 分 子 底 物 结合 部 位 的 关键 肘 段 。 序 列 结构 的 多 样 性 造成 了 底 物 专 一 性 多 
样 性 ， 从 而 进一步 显示 生物 功能 多 样 性 。 从 序列 比较 中 还 可 以 推导 ， 由 于 二 硫 刍 形 成 的 关 
系 ， 这 类 蛇毒 丝氨酸 和 蛋白酶 在 空间 构 像 上 及 醇 分 子 本 身 的 动态 可 塑性 上 要 比 胰 蛋白 酶 紧 
密 ， 这 可 以 作为 解释 不 同 于 胰 和 蛋白酶， 它们 一 般 都 有 较 强 的 底 物 专 一 性 的 原因 之 一 。 





э ж x B 


Higgins D G, Sharp P M. 1989. Fast and sentütive multiple sequence aligaments on a microcomputer. 
CABIOS, 5. 151-153 
Hofmann H, Bon C, 1987 Blood coagulation induced by the venom of Borhrops atrox. 1. Identification, purifica- 
tion, and properties of a prothrombin activator Biochemistry, 26; 772-780. 
Itoh N et a£, 1987. Molecular clouging and sequence analysis of cDNA for Batroxobin, a thrombin-like snake 
venom enzyme J Biol Chem, 262: 3132-3135. 

Kisiel W, 1979. Molecular properties of the factor V-activating Enzyme from Russell's viper venom. J Biol 
Chem., 254. 12230—12234. 

Kisiel W er al, 1987. Characterization of a protein C activator from Agkistradon contortrix contortrix venom. J. 
Biol. Chem., 262: 12607-12613. 

Komon Y er ai, 1988. Biochemical and physiological studies on a kallikrein-like enzyme from the venom of 
Crotalus viridis viridis (Prairie rattlesnake). Biochim. Biophysi. Acta, 967. 92—102. 

Kuraachi К. Davie Е W, 1982 Isolation and characterization of a cDNA coding for human factor IX. Prac. 
Natl. Acad. Sci U. S. A. 79. 6461-6464. 

Magnusson S er al, 1975. Complete primary structure of prothrombin: Isolation, structure and reacüvity of ten 
carboxylated glutamic acid residues and regulation of prothrombin activation by thrombin. In: Reich E, 
Rifkin D B. Shaw E Eds. Proteases and Biological Control. N. Y.: Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, 123-149. 

McMullen В A er af, 1989. Primary structure of a protein C activator from Agkistrodon cantortrix contortrix ven- 

om. Biochemistry, 28: 674-679. 

Pennica D ef a/, 1983. Cloning and expression of human tissue-type plasminogen activator cDNA in E. сой Na- 
fure, 301. 214-22]. 

Shieh T G et aj. 1988. Amino acid sequence of а coagulant enzyme, flavoxobin, from Trimeresurus fTavoviridis 
venom. J. Biochem, 103. 596—605. 

Steffens G J e: aj. 1982. The complete amino acid sequence of low molecular mass urokinase from human urine 
Happe Seyler's Z. Physiol. Chem., 363; 1043-1058. 

Swift G H ef al, 1982. Rat pancreatic kallikrein mRNA: Nucleotide sequence of the encoded preproenzyme. 
Proc. Natl. Acad. Sci. О. S. A., 79. 7263-7267. 

Titani K et сї, 1975. Amino acid sequence of dogfish trypsin. Biochemistry, 14; 1358—1366. 

Tokunaga F et aj. 1988. The factor V-acüvating enzyme (RVV- V) from Russell's viper venom. Identification of 
isoproteins RVV- Va. -Vb and Vr and their complete amino acid sequence. J. Biol Chem., 263; 
17471-17481. 

Valerie C et ai, 1989. Neutrabzation of lethal potency and inhibition of enzymatic activity of a phospholipase А, 

neurotoxin, crotoxin, by non-precipitatiug antibodies (Fab) FEBS letter. 244. 167—173 


0000 http//www.cqvip.com 


go zu 物 ck W Ж 15 € 





Wilbur W J, Lipman D J, 1983. Rapid similarity searches of nucleic acid and protein date banks. Proc. Nall 
Acad, Se. U. S. A, 80: 726—730. 
Zhang Y, Xiong Y L, 1991. Purification and characicrizationn of a new fibrinogenase from the venom of the 
Chinese babu snake Trimereusurs musrosquamatus: Zoological Research, 12. 199—207. 
Zhang Y, 19923. Plasmunogen activator (sv- PA) from the snake venom of Trimeresurus stejnegeri, 1, purification 
and characterization. In: Ph. D. thesis (im Eng), Chinese Academy of Sciences, 47—289, 
Zhang Y et иі. 1993  sv-PA. a specific plasminogen activator. from the venom of Trimeresurus stejnegeri 
Toxicon, 31, 539 . 
Zhang Yun, Li Wenhui, Xiong Yuliang er af, 1994, Characterization of OhSl, an arginine / lysine amidase 
from the venom of king cobra (Ophiophagus hannah). Toxicon, 3205) 615—623. 


SNAKE VENOM SERINE PROTEASE DIVERSITY 


—— SUBSTRATE SPECTIFICITY IMMUNO-CHEMISTRY 
AND SEQUENCE COMPARISON STUDIES 


Zhang Yun Xiong Yuliang Wang Wanyu Li Wenhui Zhu Shaowen 


(Kunming Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223 China) 
Abstract 


The substrate specificities of TMVFg (a fibrinogenase from Trimeresurus mucrosqua— 
mutus venom), OhSI (a fibrinogenase from Ophiophagus hannah чепот) and sv-PA (а spe- 
cific plasminogen activator from Trimeresurus stejnegeri чепот) on five chromogenic 
substrates were studied. Further. We studied tbe effects of these venom serine proteases on 
purified blood coagulation factors, like factor X. prothrombin, plasminogen and protein 
C. The comparison studies were dealed with other venom serine proteases, like Bothrops 
atrox venom thrombin-like enzyme (Batroxobin) Agkistrodon contortrix contortrix wenom 
protein C activator (АСС-С) and Vipera russelli venom factor V activator (RVV—V) , and 
also with trypsin, thrombin, urokinase.  Immunochemnical study by ELISA proved that 
anti-sy-PA antibodies cross-reacted with other venom serine proteases but did not cross re- d 
act with thrombin, urokinase and t-PA. We also compared the sequences of these serine 
proteases. Based on the results of substrate specificity, immuno-chemistry and sequence 
tomparasion, the paper give tbe discussion on the structure function relationship of these 
serine proteases. 


Key words Snake venom, Protease, Sequence 


